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種々の種子からの基質特異性が異なる多型
の αー グルコシダーゼ
鈴木幸雄・山崎良樹 ・内田 綱
1963年 Hers(1963)は，ホスホリラーゼが関与する加リン酸分解系が正常であるにも
かかわらず，多量のグリコーゲンを肝臓その他の組織中に蓄積する遺伝的疾病 (Pompe氏
症，糖原病E型)が酸性 αー グルコシダーゼの欠損症であることを指摘した.それ以来，
この種の酵素の噛乳動物組織における重要性が認められるようになった.最近この種の
αー グルコシダーゼは生物に広く分布していることが明らかにされた.しかし， 晴乳動物
のように，この種の酵素が invi仰で αー グルカシの直接的加水分解に関与しているとい
う報告はない.高等植物の αー グルコシダーゼは，澱粉からの αー アミラーゼおよび βーア
ミラーゼによる生成物(マルトース)を加水分解するのが主な作用であると考えられて
いる (Swainand Dekker 1966， Nomura et al， 1969)， 
さきに著者らは Muco r ja van icusの菌体から可溶性搬粉をマルトースと同速度で加水
分解する新しいタイプの酸性 αー グルコシダーゼを結晶化した (Yama田 kiet al， 1973a 
b， 1976b，鈴木ら 1973)，ついで藻菌類，子嚢菌類，担子菌類に属する糸状菌から αー グル
コシダーゼおよびグルコアミラーゼを純化あるいは結晶化して諸性質を比較し，糸状菌の
α一グルコシダーゼは可溶性澱粉を加水分解しないオリゴ糖加水分解酵素であるという従
来の通説が間違いで，大部分の αー グルコシダーゼには可溶性澱粉加水分解活性があるこ
とを明らかにした (Tsuboiet al， 1974， Yamasaki and Suzuki 1978， Yamasaki et al. 
1976 a， 1977 a-g)，また，水稲の乳熟期種子から2つ，および緑豆もやしから 3つの多型
の酸性 αー グルコシダーゼを純化した (Yamasakiand Suzuki 1979， 1980)，これらの多
型酵素は可溶性澱粉を加水分解し，互いに基質特異性が類似していた.鈴木 ・内田(1978)
はネギから可溶性澱粉加水分解活性を示す3つの αー グルコシダーゼを単離し， このうち
の1つが他の2っと基質特異性がいくぶん相違していることを報告した.ついでサトウダ
イコン種子には.Chiba et al， (1978)が報告した可溶性澱粉をマルトースよりも速やかに
加水分解する一種のグルコアミラーゼ様 αー グルコシダーゼのほかに， 可溶性澱粉加水分
解活性がマルトース加水分解活性に比べて徴弱な αー グルコシダーゼが存在することを見
い出し， これら 2つの可溶性澱粉加水分解活性が極端に異なる αー グルコシダーゼをそれ
ぞれ単離した. さらに基質特異性が異なる多型の αー グルコシダーゼがサトウダイコン種
子ばかりでなく，他の数種の植物の種子にも存在することを認めた.同一植物体から基質
特異性が異なる多型の αー グルコシダーゼが単離されたことは，植物での澱紛代謝におけ
る本酵素の植物生理的役割を，さらに検討する必要があることを示唆している.本研究で
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は，サトウダイコン種子の多型の αー グルコシダーゼの精製と性質， ならびに他の植物の
種子からの基質特異性が異なる多型の αー グルコシダーゼについて報告する.
実験に供したザトウダイコン種子，パノース，および4-aー ニグロシルグルコースをそれぞれ分与賜
わった北海道農業試験場てん楽部八戸三千男氏， 東北大学農学部松田和雄教授， および北海道大学農
学部千葉誠哉教授に心からお礼を申し上げる. また自動旋光計による旋光度の測定に際して，ご教示
とご便宜を賜わった岡山大学農学部河津ー儀助教授に深謝する.
実験方法
1. 実験材料と紋薬
サトウダイコン (Betavulgaris L. cv. Tsukisappu)種子は北海道農業試験場てん莱
部から恵与された. 他の値物の種子は市販品(大和食圏株式会社)である. アミロース
(EX-I，平均重合度18)， プルラγ(平均分子量12x 10・)， イソマルト ース，マルトト
リオース，マルトース (H.H. H.)は林原生物化学研究所， モチトウモロコシのアミロベ
クチンは日本食品工業株式会社，貝のグリコーゲンは半井化学薬品株式会社，可溶性澱粉
は E.Merck社， コメ澱粉は島田化学工業株式会社， トウモロコシ澱粉およびジャガイ
モ搬船は和光純薬工業株式会社， Rhizopus niveusのグルコアミラーゼ (puregrade) 
および Bacillussubtilisの糖化型結晶 αー アミラーゼは生化学工業株式会社， CMーセル
ローズは PharmaciaFine Chemicals社， アミドプラ vク10Bは石津製薬株式会社，
Aspergillus nigerのグルコースオキシダーゼ (II型〉および西洋わさびのパーオキシダ
ーゼ (I型)は SigmaChemical社，牛牌臓のキモトリプシノーゲン A (mw25，O∞)， 
牛血精のアルブミン (mw67，∞0)，卵白アルプミ γ(mw45， 000)，人血清の γー グロプ
リン (mw160，∞0)は SchwarzBio Research社，種子消毒剤ホーマイ (チウラム ・
チオファネートメチル水和剤〉は日本曹達株式会社，のそれぞれ製品である.パノースは
東北大学農学部松田和雄教授から， 4-a-ニゲロシルグルコースは北海道大学農学部千葉
誠哉教授からそれぞれ恵与された.
2. サトウダイコン種子の発芽
サトウダイコン種子を二重ガーゼに包んで0.25%ホーマイ懸濁水液に450Cで2時間
浸潰したのち，その種子を流水および滅菌水で洗浄してる紙を敷いたペトリ皿にまき，種
子が軽く浸る程度に滅菌水を加えて 6時間暗所で発芽させた.徴生物の汚染をさけるため
に， 1つの実験には1つのペトリ皿を使用した.経時的に種子を20粒ずつ取り出し，少量
の海砂とともに乳鉢で磨砕した. 磨砕種子を10%塩化ナトリウム， 5mM酢酸カルシウ
ムおよび5mMメルカプトエタノールを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5. 3) 25 mlに懸濁
した.懸濁液を 40Cで一夜放置後，不溶物をろ別し，得られたろ液を種子抽出液とした.
3. 分析方法
酵素活性の測定 αー グルコシダ{ゼ活性: 以下のようにして測定した.すなわち， 1 
Zマルトース(あるいは可溶性澱粉)水溶液0.1ml， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5. 3) 0.25 
ml，酵素液および純水からなる反応液(全量0.5ml)を370Cで15分間反応させた.
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反応、後沸騰水浴中に反応液を 5分間漫潰して反応を停止させ，生成したグルコース量を
Dahlqvist (1961)が改変した Papadopoulosand Hess (1960)の方法により測定した.
上記の反応条件下で1分間にマルトースからグルコース lμmoleを遊離させる酵素量を
αー グルコシダーゼの l単位とした.αーアミラーゼ活性:ヨード呈色反応の変化を測定し
た. 1分間に始発反応液のヨード呈色の強き(青色度)を 1%減少させる酵素量を1単位
とした.βーアミラーゼ活性:可溶性澱粉から遊離されるマルトース量をSomogyi-Nelson
法(福井1969)により測定した. 1分間に可溶性澱粉からマルトース 1μmoleを遊離さ
せる酵素量を1単位とした.酢酸緩衝液 (pH5. 3)中で酵素反応をおこなった.最適 pH
の測定の際にのみクエシ酸ーり γ酸ナトリウム緩衝液 (McIlvaine，1921)を使用した.
蛋白質量の測定 蛋白質の定量は Warburgand Christian (1642)の方法によった.
カラムクロマトグラフィーでの溶出液中の蛋白質量については280nmにおける吸光度を
測定して求めた.
ディスク電気泳動 Reisfeld et al. (1962)の方法により， ポリアクリルアミドゲルを
入れたガラス管 (5φx70mm)に酵素を加え， βー アラェγ ・酢酸緩衝液 (pH4. 5)中
で 5mAjゲルカラムの電流を通じ，低温室 (40C)で泳動をおこなった.泳動後ゲルを，
アミドプラック 10B 1 gを7%酢酸水溶液100mtに溶解した染色用色素液に1時間漫
潰して染色した.ついで染色したゲルを7%酢酸水溶液を用いる電気泳動で脱染色した.
ゲJレ等電点電気泳動 Wrigley (1961)の方法により， carrier ampholyte (pH範囲
3. 5 ~ 10)を含む7.5%ポリアクリルアミドゲルを用いてゲル等電点電気泳動をおこなっ
た. 1本のゲルを，プロムフェノール0.2gをエタノール・水・酢酸 (50:45 : 5， vjv)混
液l00mtに溶解した染色用色素液に1時間漫潰して染色し，ついでエタノール ・水 ・酢
酸 (30:65 : 5， vjv)混液に漫潰して脱染色した.他の 1本のゲル(未染色ゲル〉では
酵素蛋白質のパシドに相当する区分を 2mmの等間隔に細断し，純水を加えて磨砕，懸
濁， 抽出したのち， 酵素活性区分の pHを目立堀場M-5形 pHメーターを用いて測定し
た.
ペーパークロマトグラフィー 試料を東洋浦紙 NO.2にスポットしたのち，展開溶媒
n-プタノール ・ピリジγ ・水 (6:4: 3， vjv)を用いて上昇法で3回繰り返して展開し
た.風乾後， ろ紙上の糖たアルカリ性硝酸銀浸演法 (Welkerand Capmbell 1963)に
より検出した.
旋光度の測定 自動旋光計 OR-50型(ユニオン技研株式会社〉を用いた.
分子量の測定 (i) Weber and Osborn (1969)のディスク電気泳動法により， 0.1 % 
ドテ・シル硫酸ナトリウムを含むポリアグリルアミドゲルを用いて測定した.供試酵素およ
び分子量既知の標準蛋白質(牛血精のアルプミン，牛牌臓のキモトリプシノーゲンA，卵
白アルプミ γ，人血精の γー グロプリシ)を各蛋白質ごとにそれぞれ別々のゲルに加えて
同時に泳動をおこなった.染色，脱染色後，各蛋白質の分子量と移動度の関係を片対数グ
ラフにプロットし，得られた図から供試酵素の分子量を算出した. (泊)目立282形分析用
超遠心機を用いて，供試酵素の蛋白質濃度を3点以上変えて 58，∞Or.p.m.の高速回転を
おこない，経時的に沈降界面の中心の位置の動きを写して沈降係教を測定した. ついで
蛋白質濃度ゼロに外挿した沈降定数 (SOao.w)値を求めた. また合成界面セルを用いて
低速回転をおこない，供試酵素の沈降界面を経時的に写した.得られた界面の図形の面積
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と高さから Ehrenberg(1957)の方法により拡散定数を求めた.沈降定数と拡散定数から
Svedberg式により分子量を算出した.
液体クロマトグラフによる糖およびアミノ酸の分析供試酵素の中性糖量を Surgenor
et al. (1949)が改変した Sorensenand Haugaard (1933)の方法 (Til1man反応)に
より測定した.また，糖組成を日本電子株式会社製 JLC-6AUH全自動液体クロマトグラ
フ装置により分析した.すなわち，供試酵素と 1N塩酸を封管中1000Cで 6時間加熱後，
分解液を4N水酸化ナトリウムで中和し，中和液を強塩基性陰イオシ交換樹脂LC-R-3を
充てんしたカラム (0.8φx15 cm)に加え， 500Cでホウ酸緩衝液を 1分間当たり 0.51
mlの流速で流し，カラム溶出液中の糖をオルシノール・硫酸法により定量した. またア
ミノ酸組成も同装置を用いて分析した.すなわち，真空凍結乾燥した供試蛋白質 2mgと
6N塩酸 2mlをアルゴンガスで置換した封管中1050Cで24時間および48時間加熱し
た.水解物を減圧濃縮，乾固後， O.2Mクエン酸緩衝液 (pH2.2)に溶解した.この溶液
中のアミノ酸を Spackmanet al. (1958)の方法により定量した. トリプトファン量に
ついては Goodwinand Morton (1946)および Beavenand Holiday (1952)の方法
により， 0.1 N水酸化ナトリウムに溶解した供試酵素の紫外部吸収を測定して算出した.
実験結果
1. aー ゲルコシダーゼの精製
以下の操作を 40C以下でおこなった. サトウダイコン種子 1kgを10%塩化ナトリウ
ムを含む0.02M酢酸緩衝液 (pH5.3) 3lに40Cで2時間漫潰したのち， ミキサー(ナ
ショナル製 MX-120S型)で粉砕した.粉砕液を 40Cで一夜放置後，不溶物をろ別し
た.ろ液に固形硫酸アンモユウムを0.9飽和まで加えて一夜放置し，生じた沈般物をろ過
して集め，同組成の緩衝液に懸濁した.不溶物をろ別により除去したのち，ろ液(酵素
標品 No.1)に-200Cに予冷したエタノールを終末濃度66.7%までかくはんしながら滴
加した.この操作中，塩化ナトリウムー氷の寒剤を用いて混液の温度を 50C以下に保つ
ようにした.生じた沈澱物を9，900x gで15分間遠心分離して集め， 0.01 M酢酸緩衝液
(pH 5.3)に溶解し，これを 50mM塩化ナトリウムを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5.3) 
に対して一夜透析した.透析内液(酵素標品 No.2)を50mM塩化ナトリウムを含む
O.OlM酢酸緩衝液(pH5.3)で平衡化した CMー セルローズカラム (4.2世x15 cm)に
加えた.50mM塩化ナトリウムを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5.3)でよく洗浄後， 50 
mM塩化ナトリウムを含む同緩衝液と 1M塩化ナトリウムを含む同緩衝液で塩化ナトリ
ウムの直線的濃度勾配による溶出をおこなった(第1図).αーグルコシダーゼ活性を示
す2つのピークが得られた.溶出)1慣に αー グルコシダーゼIおよびEと呼称する. αー グル
コシダーゼIおよびEの活性画分をそれぞれ集め，固形硫酸アンモニウムを0.9飽和まで
加えて一夜放置した.生じた沈澱物を遠心分離して集め， 0.05M酢酸緩衝液 (pH5.3) 
に溶解し，これを0.01M酢酸緩衝液 (pH5.3)に対して一夜透析した. 2つの透析内液
(酵素標品 No.3および No.4)を調製用ディスク電気泳動装置(バイオプレパレーター
SJ-1500 BP，ミツミ科学工業株式会社製) によりそれぞれさらに精製した.濃縮用ゲル
(120 ml)と分離用ゲル (560ml)からなる泳動カラムを用いた.上下両電極構にはそ
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れぞれ βー アラュγ.酢酸緩
衝液 (pH4. 5) 81を加えた.
ゲルと両電極槽に入れる緩衝
液の調製は Reisfeldet al. 
(1962)の方法によった.泳動
後，活性画分を集め，アミコ
γ8MC型限外ろ過器で限外
濃縮した.濃縮液を 0.02M酢
酸緩衝液 (pH5.3)に対して
一夜透析した.透析内液を酵
素標品 No.5および No.6と
した.第1表に各酵素標品の
比活性と収率を示す.各精製
酵素(酵素標品 No.5および
No.6) の純度をディスク電
気泳動法で調べた.両標品は
いずれも 1本の蛋白質パγ ド
を示した.各蛋白質パγ ドと
活性部位が一致した.したが
って，各酵素はディスク電気
泳動的に単一であった.
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aー ゲルコシダーゼの性質
分子量 ドテ'シル硫酸ナトリウムディスク電気泳動法により測定した αー グルコシダー
ゼIおよびEの分子量は，それぞれ98，000および60，000であった.また αー グルコシダ
ーゼ Iの分子量は，超遠心分析法により測定した沈降定数 (S020.w 6.2 S) と拡散定数
(D帥 .w 5.4 x 10-りから Svedberg式を用いて算出した結果， 111，000であった.
等電点 ゲル等電点電気泳動法により測定した αー グルコシダーゼ IおよびEの等電点
2. 
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は，それぞれ pH4.6およびpH8.3であった.
最適 pHおよび pH安定性 最適 pHは， αー グルコシダーゼIでは pH5.0，αー グルコ
シダーゼEではpH4.5であった.両酵素を各種のpHの0.05M McIlvaine緩衝液とあら
かじめ300Cで20時間感触後，両酵素の残存活性を測定し，各酵素の安定性に及ぼす pH
の影響を調べた.α グーJレコシダーゼIおよびEはそれぞれ pH2.5~ 8.0およびpH2.5 
~6.5 の範囲内で安定であった.
最適温度および耐熱性 1%マルトース水溶液 1mt， 0.5M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.5 
mt，酵素液〈αー グルコジダーゼ1，0.106単位;αー グルコシダーゼI，0.100単位)お
よび純水からなる反応液(全量5.0mt)を37，50， 60および700Cの各温度で反応させ，
経時的に反応液0.5mtを取り出し，遊離グルコース量を調べた.両酵素活性に対する最
適温度は，いずれも 600Cであった(第2図).両酵素と 0.05M酢酸緩衝液 (pH5.3)の
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官、
• 。
圃
.3 0.4 
H 
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oE: E L-.- 0 
o 10 20 0 10 20 
反応時間{分} 反応時間(分)
第2図 マルトース加水分解活性に及ぼす温度の影響
・-・:37・C，0-0: 5Q.C，・・:ω。C，O・・0:70.C. 
混液を各種の温度で15分間保持したのち， 両酵素の残存活性を測定し， 各酵素の熱安定
性を調べた. αー グルコシダーゼIは 550Cまで， αー グルコシダーゼEは 500Cまで安定
であった.
金属イオンの影響 両酵素活性に及ぼす金属イオンの影響を調べるために，酵素液0.1
mt， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.25 mt，純水 0.03mtと0.1M金属塩溶液0.02m/.
の混液をあらかじめ370Cで30分間保持し，ついで1%マルトース水溶液0.1mtを加え
て370Cで15分間反応させた. 各酵素活性は Na+，KヘCa2+，Co2+， Mn2+， Ni2+， Mg2+， 
Sn2+， Al8+による影響を受けなかったが， Cu2+， Hg2+， Pb2+により 80%ないしはそれ以
上阻害された.
2. 基質特異性および生源粉に対する作用
1%基質水溶液0.1mt， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.25 mtおよび純水0.05mtを
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試験管にとり，酵素液0.1ml (α グ、ルコシダーゼ 1，0.080単位 ;αーグルコシダーゼ1，
0.078単位)を加えて(全量 0.5ml) 370Cで 15分間反応をおこない基質特異性を調
べた.αーグルコシ夕、、ーゼ Iはマルト
ース，イソマルトース，コージピオー
ス，マルトトリオース，パノース，ア
ミロース，可溶性澱粉，アミロベクチ
ンおよびグリコーゲンを容易に加水分
解した. αー グルコシダーゼ Eはマル
トース，コージピオース，マルトトリ
オースをよく加水分解したが，他の基
質に対しては徴弱あるいはほとんど作
用しなかった.スクロースおよび、プル
ランは両酵素のいずれによっても加水
分解されなかった(第2表).
αー グルコシダーゼ Iのコメ， トウモ
ロコシおよびジャガイモの生澱粉，お
よび可溶性澱粉煮沸物に対する加水分
解活性を調べた.対照の酵素として，
Rhizotus niveusのグルコアミラー
第2表 αー グルコシダーゼIおよびEの基質特異性
相対加水分解速度(%)
α・グルコシ α“グルコシ
ダーゼI ダーゼE
マルトース 1∞(4.63) 1∞(1. 98) 
イソマルトース 73 5 
コージピオース 30 13 
セロピオース 。 。
スクロース 。 。
マルトトリオース 77 46 
，、. ノ ース 47 + 
アミロース EX-I 147 10 
可溶性澱粉 123 4 
アミロペクチン 31 + 
グリコーゲン 21 + 
プルラ ンa 。 。
+:こん跡， a:反応時間=120分間，
( ): Km値 (mM)
ゼ，Mucor rouxianusの2つのグルコアミラーゼ (Tsuboiet al. 1974， Yamasaki et 
al. 19770， Penicillium oxalicumの2つのグルコアミラーゼ (Yamasakiet al. 1977a， 
b)および Astergillusawamoriのグルコアミラーゼ (Yamasakiet al. 1977g) を使
用した.生澱粉 10mg，酵素液(使用単位，M. rouxωnusの2つのグ、ルコアミラーゼ，
1 : 0.53単位， I: 0.55単位 ;P. oxalicumの2つのグルコアミラーゼ， 1 : 0.18単位，
I : 0.17単位 ;A. awamoriのグルコアミラーゼ， 0.65単位 ;R. niveusのグルコアミ
ラー ゼ， 0.17単位;サトウダイコン種子の αー グルコシダーゼ1，19.55単位)， 0.05M
酢酸緩衝液 (pH5.3) 2.5 mlおよび純水からなる反応液(全量5.0ml)を 370Cで60分
間振塗しながら反応させた.対照基質には，可溶性澱粉を煮沸している純水に溶解させた
1克可溶性澱粉煮沸水溶液を用いた.第3表に示すように，サトウダイコン種子の αー グル
第3表生澱粉に対する αー グルコシダーゼIおよび
多種のグルコアミラーゼの作用
Muco:γ 
γoUXfanus 
章一
% % 
可溶性澱粉煮沸物 100 100 
コメ澱粉 0.6 1.5 
トウモロコシ澱粉 0.2 0.4 
ジャガイモ澱粉 + + 
グルコアミラーゼ
Penicillium Asteγ.gilus Rhizotus 
oxalicum awa押!oγ1 nweus 
重
% % % % 
100 1∞ 100 1∞ 
21. 6 21. 9 1.6 6.7 
8.0 8.2 0.3 2.5 
1.2 1.5 + + 
αー グルコシ
ダーゼ Ia
% 
100 ??
a:反応時間=5時間， +:こん跡
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コシダーゼIの生澱粉に対する加水分解活性は，グ
ルコアミラーゼに比べて酵素量を数十倍増し，長時
間作用させてもなお微弱であった.
3. aー ゲルコシダーゼ Iの反応生成物
(グルコース)のアノマー型 1%アミロース水
溶液 5mt，酵素液および純水からなる反応液25mt 
を 400Cで反応させ， 旋光角を経時的に自動旋回計
(10 cmの測定セル使用〉を用いて測定した.旋光
角が一定になったのち，Robytand French (1964) 
の方法により，無水炭酸ナトリウム 10mgを加え
て反応液の pHを 10にし， アルカリ添加による旋
光角の変化を求めた.矢印は変化の方向を示す.対
照酵素として B.subtilisの αー アミラーゼおよびR.
制 veusのグルコアミラーゼを用いた.αーグルコシ
0.4 
制
i耳
。
20 ω ω 
反応時間(分)
第3図 αー グルコシダーゼIによる
アミロース分解物の旋光度・:B. subtilisの αー アミラー ゼ，・:R.悶iveus のグルコアミラー
ゼ，
0-0:αーグルコシダーゼI
ダーゼIがアミロースから生成するグルコースのアノマー型は α一型であった(第3図).
4. aー グルコシダーゼ Iおよび 1によるマルトースからの糖転移生成物
10%マルトース水裕液 1.0mt，酵素液 (αーグルコシダーゼ1.1. 19単位 ;α グルコ
シダーゼI. 1. 16単位). および0.5M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.2 mlからなる反応液
(全量2.0mめを 370Cで反応させ，経時的に反応液0.05mtを取り出して東洋浦紙
NO.2にスポットした.ろ紙を展開溶媒 nー プタノール ・ピリジン ・水 (6: 4 : 3. vjv)を
用いて上昇法で反復展開後， マルトースからの糖転移生成物を調べた(第4図). マルト
aグルコシダー ゼ I aグルコシダー ゼ 1
←ー グルコー ス
←イソマルトー スザ司，.， ←マルトトリオー ス噌田
x日1・・
44 
o 1/2 3 5 0 1/2 3 5 標単物質
反応時間(時間)
第4図 αー グルコシダーゼIおよびEによるマルトースからの転移生成物の
ペーパーク ロマトグラム
提学研究
ースから αー グルコシダーゼIおよびEはそれぞれ未知の2つの騎転移生成物 (X2および
X，; X1および X.)を生成した. ペーパークロマトグラム上の移動度から. XZ' X8およ
びLはそれぞれイソマルトース， マルトトリオース， パノースであると推定された.
また，第4図に示した反応液から0.05mlを経時的に取り出してホウ酸緩衝液で希釈後，
全自動液体クロマトグラフによる糖分析〔強塩基性イオン交換樹脂LC-R-3を充てんした
2本のカラム (0.8φx1∞cm，および0.8φx15 cm)を接続して500Cで分析〕をお
こなった.X" XsおよびL は，第4図における反応1/2時間後の反応液について糖分
析した図(第5図)からも同定された. X1のベーパークロマトグラム上の位置はニグロ
ースのそれとよく一致した (Yamasakiet al. 1973b). 
15 cm カラム
ーO.35Mホウ降水厳化ナトリウム緩画壇刷9.6)
・-n 
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? ?
…?…? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
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マルトースからの糖転移生成物の液体クロトグラム
一一:標準糖混液，……:α グールコシダー ゼIによる生成物(反応0.5時間後)，
一一-:α グールコシダー ゼEによる生成物(反応0.5時間後).
3.パノース.4.マルトト リオース.5.マルトース.6.ユゲロシルグルコース.
7.イソマルトト リオー ス.8.イソマルトース.9.グルコース.
第5図
中性格組成
Tillman反応により求めた αー グルコシダーゼIおよびEの中性糖含量は，マンノース
として Iでは2.7%.nでは8.8%であった.糖組成を液体クロマトグラフにより調べた
結果， αー グルコシダーゼIおよびEの中性糖は両者ともマγ ノー ス， アラピノース，キ
シロース，およびグルコースであった. また αー グルコシダーゼIの主な中性糖はマγノ
ースであり.nのそれはグルコースであった(第6図).
5. 
アミノ酸組成
第4表に αー グルコシダーゼIおよびEのアミノ酸組成を示す. セリン， メチオニンお
よびチロシンは， αー グルコシダーゼIに比べてEにより多く 含まれていたが，リジンは
逆の関係にあった.
6. 
サ卜ウダイコン種子の発芽中における酵素活性の変化
βー アミラーゼおよび αーグルコシダーゼ活性の変化を経時的
45 
発芽中の αー アミラーゼ
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第6図 α・グルコシダー ゼIおよびEの中性結の液体クロマトグラム
1.リポース， 2.~ ンノース， 3.アラピノー ス， 4.ガラクトー ス， 5.キシロー ス，
6.グルコー ス.
A:標準糖混液(各糖4μg)，B:各酵素の加水分解物， C:標準糖混液
(約0.5mt)と各酵素の加水分解物(約1.5mt)の混液.
に調べた(第5表).完熟種子では αー グルコシダーゼI活性が αー グルコシダーゼE活性
より低かったが，発芽後は αー グルコシダーゼI活性が増加してE活性を上まわった.
各種植物の種子のマルトース加水分解活性および可溶性源粉加水分解活性
上述の実験結果から，糖組成，糖転移生成物ばかりでなく，可溶性澱粉加水分解活性が
極端に異なる 2つの αー グルコシダーゼがサトウダイコ γ種子に存在することが明らかに
なった.そこで， 基質特異性が異なる多型の αー グルコシダーゼがサトウダイコ γ以外の
i憾物の種子にも存在するのかを検討した.市販の種々の種子 20......50gをコーヒー粉砕器
(小型粉砕器エミーデ3型，柴田化学器械工業株式会社)で3分間粉砕した.これに 10
%塩化ナトリウムを含む 0.02M酢酸緩衝液 (pH5. 3)を5倍量加え， 低温室 (40C)
で5時間かくはんして放置した.一夜放置後，懸濁液にセライト No.535を加えて吸引ろ
過した. 残撞は 10%塩化ナトリウムを含む O.02M酢酸緩衝液(pH5. 3)に再懸濁した.
40Cで一夜放置後，再懸濁液をろ過した.得られたろ過を合わせて， O.15M塩化ナトり
ウムを含む O.05M酢酸緩衝液 (pH5. 3)に対した三昼夜透析した.透析後遠心分離して
8. 
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1分子中の残基数
第4表 αーグルコシダーゼIおよび
Eのアミノ酸組成
アミノ酸残基 a-グルコシ a四グルコシ
T'--t! Ia '-.f! IP 
Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Ammonia 
Arginine 
Tryptophan 
? ?
?? ? ? ? ?
???
， ?
? ? ? ?
??
???
?
???????
??
。 ，
?
??????
??
? ???????
??
?
???
????
?
?
??????
?， ? ?
?????
?
? ?
?
???????
不溶物を除去した.得らたれ上澄液の
マルトース加水分解活性，可溶性澱粉
加水分解活性およびコメ澱粉加水分解
活性を調べた.すなわち1%マルトー
ス水溶液(あるいは1%可溶性灘粉水
溶液.1%コメ澱粉水懸濁液)0.1 mt. 
O.lM酢酸緩衝液 (pH5. 3) 0.25 ml. 
上澄液および純水からなる反応液(全
量 0.5mt)を 370Cで60分間反応さ
せ，生成したグルコース量を測定した
(第6表). ~ルトース加水分解活性
は供試した43種の全ての種子に認め
られた.とくにホウレンソウ (品種:
巨豊，ピロフレー，はやぶさ)に強い
活性が，ついでフダンソウ(品種:白
茎，赤根，西洋〉およびサトウダイコ
ン(品種:ツキサップ，食用ホマノー
バ)に比較的強い活性がそれぞれ認め
られた.またホウレンソウ，フダンソ
ウおよびサトウダイコンには，強い可
溶性淑粉加水分解活性が認められた.
コメ澱粉加水分解活性はいずれの種子
にもほとんど認められなかった.マルト{ス加水分解活性/可溶性搬粉加水分解活性の比
223 379 
18 39 
12 6 
a:分子量=98，0ω，b:分子量=60，0∞
第5表 サトウダイコン積子の発芽中における αー グルコシダーゼ.
αー アミラーゼおよび βー アミラーゼ活性の変化
発 芽 日 数。 2 3 4 5 6 
αー グルコシダーゼ活性a 0.64 2.35 1. 93 1. 46 1.88 1. 27 
1 (x) 0.64 2.35 1. 93 1.46 1.88 1. 27 
n(Y) 1. 07 1.27 0.82 0.55 0.99 0.93 
a-アミラーゼ活性 。10.20 12.88 10.78 8.18 4.27 
βー アミラーゼ活性 0.06 2.05 2.36 2.51 1.64 1. 54 
a:マルトース加水分解活性(A)および可溶性澱粉加水分解活性 (B，可溶性澱粉からのグルコー
ス遊離活性〕は実験方法に記厳した方法により測定した， αー グルコシダーゼIおよびEの各活
性は，マルトース加水分解活性および可溶性澱粉加水分解活性と第2表に示した両酵素の基質
特異性〈マルトースおよび可溶性澱粉に対する相対加水分解速度〕から算出した.すなわち
x+y=A・H ・..(1) 1. 23x+0.037y=B..・...(2)
(1)および(2)式から x= (B-O. 037 A)/1. 193 y= (1. 23A-B)/ 1. 193 
x:αー グルコシダーゼIのマルトース加水分解活性.x=μmole/種子・時間
y:αー グルコシダーゼEのマルトース加水分解活性.y=μmole/種子・時間
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第6表各種植物種子の αー グルコシダーゼ活性
マルトース専惨事 可溶性澱粉*** マルトース
種 子 名 品 種事 加水分解活性
加水分解活性 加水分解活性 可加水溶性金澱聾粉活性
スギ科
ス ギ 18.4 16.5 1.1 
マツ科
ク ロ マツ 13.4 2.8 4.8 
イ ネ科
シ ，、. ローングラス 28.2 23.5 1.2 
=ヨ」 リ科
ネ ギ 九条深ネギ 18.7 
タマネギ 泉 州 賞 7.1 
ー フ 大 業 9.2 
アカザ科
サトウダイコン 食用ホマノーパ 326.0 335.3 1.0 
ザトウダイコ γ ツキサップ" 382.5 307.7 1.2 
フダンソウ 自 茎 613.9 517.5 1.2 
フダ γ ソウ 赤 根 166.5 151. 2 1.1 
フダンソウ 西 洋 707.6 513.0 1.4 
ホウレンソウ 巨 豊 1426.4 350.2 4.1 
ホウレンソウ ピロプレー 1896.9 705.2 2.7 
ホウレンソウ はやぶさ 1243.6 472.3 2.6 
オカヒジキ 103.0 7.7 13.4 
アブラナ科
ハクザイ 署員 ヨi 2.0 
ハクサイ パクチョイ 2.4 
ハナヤサイ 野 崎 2. 7 
カ ンヲ ソ 秀 力 4.9 
ダイ コ ン YS 大 蔵 8.3 1.5 5.5 
カ プ 極早生金町 6.3 
マメ科ド
エンウ(サヤ〉 大和乙女 45.4 12.1 3.8 
エンドウ(サヤ〉 絹爽三十日 1∞.5 26.8 3.8 
エンドウ〈ミ〉 ウ ス イ 8.4 
ソ ラマメ 長爽ー・尺 48.9 21. 9 2.2 
サ・ サ・ ゲ 赤種三尺 9.9 7.0 1.4 
エダマメ ユキムスメ 4.3 2.0 2.2 
アオイ科
オ タ ブ 8.1 1.2 6.8 
セ リ科
セル り 一 コーネル 619 24.3 
パーセリー A ラマウント 94.5 7.3 12.9 
一 γ ジ γ 黒田五寸 84.2 、 ツ ，、. 自茎ミツパ 118.0 22.8 5.2 
ナス科
ナ ス 大和中長 17.1 
ト "'? ト 世 界 2.4 
ピーマ γ カリホルユヤ 3.9 ワンダー
ウ り科
キュウ リ あずま 3号 8.3 
マクワウリ 奈良1号甜瓜 4.6 
カボチャ 芳香育栗 17.4 1.2 14.5 
ス イ カ 縞 主 4.8 
ユウガオ 大 丸 12.4 
キク科
ゴ ボ ウ 滝 野 )1 4.2 
シ"" ';/ギク 大和中葉 51.6 4.9 10.5 
チ シ ヤ グレートレーク366 7.8 
*:大和食園より購入**:北海道農業試験場より分与.紳事:グルコース量 μ，g/g生体重量・分.
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が1前後の値を示したのは，サトウダイコ
γ，フダンソウ，ササゲ，スギ，シバであ
り. 2... 3の値を示したのは，ホウレンソ
ウ，ソラマメ，エダマメであった.以上の
結果は，サトウダイコン以外の植物の種子
に，可溶性澱鈴をマルトースよりも速やか
に加水分解する αーグルコシダーゼが存在
すること，および基質特異性が異なる多型
の αー グルコシダーゼが存在することの可
能性を示唆した.
そこでこの可能性を確かめるために，さ
らに酵素の精製を進めた.すなわち，ホウ
レシソウ〈品種:ピロフレー)の上澄液に
-200Cに予冷したエタノールを終末濃度
66.7%まで滴加したのち，生じた沈澱物
を遠心分離して集めた.これをO.OlM酢
酸緩衝液 (pH5. 3)に溶解し. 50mM塩
化ナトリウムを含む 0.01M酢酸緩衝液
(pH5.3)に対して一夜透析した.透析内液
を50mM塩化ナトリウムを含むO.OlM酢
酸緩衝液 (pH5. 3)で平衡化したCMーセ
ルローズカラム(1.6φx 15 cm)に加え
た. 50mM塩化ナトリウムを含む0.01M 
酢酸緩衝液 (pH5.3)でよく洗浄後，塩化
ナトリウム濃度の段階的上昇により溶出を
おこなった(第7図).ホウレンソウ種子か
ら αー グルコシダーゼ活性を示す2つのピ
ークが得られた.溶出順に αー グルコシダーゼIおよびEと呼称する.ホウレンソウの αー
グルコシダーゼIでは，マルトース加水分解活性/可溶性澱草分加水分解活性の比が1に近
い値を示し， αー グルコシダーゼEでは，その比が大きな値であった.したがって，サトウ
ダイコン種子で見い出された可溶性澱粉加水分解活性が著しく異なる多型の αーグルコシ
ダーゼが，ホウレ γソウ種子に存在することが明らかになった.サトウダイコン，フダン
ソウおよびホウレンソウlil.、ずれもアカザ科に属する植物であるので，アカザ科の他の纏
物の種子〈オカヒジキ， ウラジロアカザ， コアカザ〉についても αー グルコシダーゼ活性
を調べたが，可溶性澱粉をマルトースよりも速やかに加水分解する αFグルコシダーゼI
に相当する酵素は認められなかった.
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第7図
察
2つの αー グルコシダーゼIおよび Eがサトウダイコン種子からディスク電気泳動的に
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考
単一なまでに精製された. 両酵素の可溶性澱勝加水分解活性は互いに著しく相違してい
た， αー グルコシダーゼIは可溶性澱粉をマルトースよりも速やかに加水分解したので，一
種のグルコアミラーゼと見なされるかも知れない. しかし， αー グルコシダーゼIの可溶
性澱粉加水分解速度/マルトース加水分解速度の比の値2.5は，糸状菌のグルコアミラー
ゼ (Yamasakiet al. 1977 b. d. f.g. Yamasaki and Suzuki 1978)のその比の値 10
に比べて数倍低かった. さらに αー グルコシダーゼIはアミロースからαー グルコースを生
成し， マルトースから多量の糖転移生成物を生成した. 以上の結果から，サトウダイコ
ン種子の αー グルコシダーゼIはグルコアミラーゼではなく αー グルコシダーゼであると結
論される.
またサトウダイコン種子の両 αー グルコシダーゼは糖転移作用型式が相違していた.す
なわち，両酵素はいずれも強い糖転移活性を示し， αー グルコシダーゼIはα-1.6グルコ
シル転移反応を触媒してマルトースからイソマルトースおよびパノースを生成した.他
方， αー グルコシダーゼEはα-1.4グルコシル転移反応を触媒してマルトースからマノレト
トリオースを生成した.
糸状菌の αー グルコシダーゼは糠転移作用型式と可溶性搬船加水分解活性の有無により
次のように大別される (Yamasakiand Suzuki 1978) (第7表). (1)可溶性澱粉によく
第7表 糸状菌および植物の α・グルコシダー ゼの分類
型 可溶性澱粉に対す マノレトー スからのる加水分解作用 主な指転移生成物 起 源
??
マルトトリオース
Mucor javanicus 
Mucor racemosus 
Penicillium purpuγogenum 
Lentinus edodes (Berk.) Sing 
Pig liver 
Phaseolus vidissimus Ten. 1. 1・1.1-2 
Rice seeds (Oryza sativa L. cultivar 
Yashiromochi) at milky stage 1. 1 
E 
? ?
イソマJレトー ス
Penicillium oxalicum 
Allium fistulosum 1. 1. II 
B'eta vulgaris L. cv. Tsukisappu 1 
Aspergillus awamoγi 1.1. II 
(Aspergillω 昨iger.Aspergillus 0ηzae) 
E 土 イソマルトース
1v 土 マルトトリオース
Bacillus ceγeus 
Beta vulgaris L. cv. Tsukisappu I 
+骨:容易に加水分解する 土:ほとんど加水分解しないか.あるいは全く加水分解しない
作用し， マルトースから糖転移生成物として マル トトリオースを生成する αーグルコシダ
ーゼ:M. javanicus. M. racemosus. P. puゆurogenumおよび L.edodesの酵素
(Yamasaki et al. 1973 a. b. 1976 a. b. 1977 d. f. 1978).他の起源の αー グルコシダーゼ
であるが，豚肝臓の酵素，水稲乳熟期種子の2つの酵素，緑豆もやしの3つの酵素もこの
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グループに属する (Uchidaand Suzuki 1974， Yamasaki and Suzuki 1979， 1980 a). 
(2)澱紛によく作用し，マルトースから糖転移生成物としてイソマルトースを生成する αー
グルコシダーゼ:P. oxalicumの酵素 (Yamasakiet al. 1977 c). サ・トウダイコン種子
の αー グルコシダーゼIおよびネギの3つの αー グルコシダーゼ(鈴木 ・内田 1978)はこの
グループに属する.(3)澱粉にほとんど作用しないか，あるいは全く作用せず， マルトー
スから糖転移生成物としてイソマルトースを生成する αー グルコシダーゼ:A. niger. A. 
oryzaeおよび A.awamoriの3つの酵素(辻阪 ・福本 1963. Sugawara et al. 1959， 
Yamasaki et al. 1977 g). (4)澱粉にほとんど作用しないか， あるいは全く作用せず，
マルトースから糖転移生成物としてマルトトリオースを生成する αー グルコシダーゼ:B.
cereusの酵素 (Yamasakiand Suzuki 1974). このグループに属する糸状菌の αー グル
コシダーゼは未だ報告されてない. サトウダイコ γ種子の αー グルコシダーゼEはこのグ
ノレープに属する.
著者らは藻菌類，子嚢菌類，担子菌類に属する糸状菌から αー グルコシダーゼおよびグ
ルコアミラーゼを純化あるいは結晶化し，さらに植物の発芽種子および乳熟期種子の多型
の αー グルコシダーゼを純化してそれらの諸性質を比較した.その結果，可溶性澱粉に作用
する全ての αー グルコシダーゼは例外なくアミロースから αー グルコースを生成し，他方，グ
ルコアミラーゼはアミロースから βー グルコースを生成することを指摘した (Yamasaki
t al. 1977 a， b， c， d， e， 1978. 1979， 1980 a， b) (第8表). この相違点は両酵素が可溶
e 
第8表 αー グルコシダーゼおよびグルコアミラーゼによる
アミロース分解物(グルコース〉のアノマー型
α・グルコシダーゼ
起 源
Mucor javanicus 
Mucorγacemosus 
I 
a-glucose 
α-glucose 
E E 
グルコアミラーゼ
I E 
λ(ucoγrouxianus β-glucoseβ-glucose 
Penicillium oxalicum α-glucoseβ-glucoseβ-glucose 
Aspergillus awamori β-glucose 
Lentinus edodes (Berk.) Sing.α-glucoseβ-glucose 
Phaseolus vidissimus Ten.α-glucoseα-glucose.α-glucose.. 
Oryza sativa L. cv_ Yashiromochiα-glucoseα-glucose 
Beta vulgaris L. cv_ Tsukisappu a-glucose 
.: II-l ・:II-2 
性澱紛のグルコシド結合を開裂する際の作用機構の本質につながっているので，両酵素の
分類上の重要な指標になる.著者らが M_javanicusおよびM_racemosusから結晶化あ
るいは純化した αー グルコシダーゼー可溶性澱粉とマルトースを同速度で加水分解する αー
グルコシダーゼとグルコアミラーゼの中間的酵素ーもアミロースから αー グルコースを生
成した. サトウダイコン種子の αー グルコシダーゼIは，前述したように， マルトースよ
りも可溶性澱紛を速やかに加水分解する点で一種のグルコアミヲーゼ様酵素であるが，ア
ミロースから αー グルコースを生成した.
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植物の αー グルコシダーゼは澱勝代謝におけるオリゴ糖の加水分解が主な作用であると
考えられている (Swainand Dekker 1966， Nomura et a1. 1969). このような作用を
サトウダイコ γでは αー グルコシダーゼEが演じているであろうと思われる. マルトース
よりも可溶性撮粉を速やかに加水分解する αー グルコシダーゼIの invi仰における役割
は全く不明である.サトウダイコン種子で見い出された可溶性澱腸加水分解活性が著しく
異なる多型の αー グルコシダーゼは， ホウレンソウにも認められた. また αー グルコシダ
ーゼIに類似した酵素はサトウダイコンの他品種，フダンソウ，ホウレンソウ，ササゲ，
ソラマメ，スギ，シバなどにも認められた.したがって，可溶性澱船加水分解活性が非常
に異なる多型の αー グルコシダーゼは植物の種子に比較的広く存在しているのかも知れな
い. 同一植物体から基質特異性が非常に異なる多型の αー グルコシダーゼが単離されたこ
とは，本酵素の槌物生理的役割を考える上で興味深いことである.
摘 要
サトウダイコン種子 (Betavulgaris L. cv. Tsuki回 ppu)を 10%糧化ナトリウムを
含む酢酸緩衝液 (pH5. 3)と一緒に粉砕後， 抽出された αー グルコシダーゼを硫酸アンモ
ニウムによる塩析沈澱， エタノールによる分画沈毅， CMー セルローズカラムクロマトグ
ラフィーおよび調製用ディスク電気泳動により順次精製し， ディスク電気泳動的に単一
な2つの αー グルコシダーゼIおよび Hを得た.酵素Iの分子量および等電点は98，000
-110，0∞およびpH4.6であり，酵素Eのそれらは60，000およびpH8.3であった.酵
素Iは可溶性澱勝をマルトースより速やかに加水分解した.他方，酵素Eの可溶性澱粉に
対する加水分解作用はマルトースに比べて微弱であった.両酵素は5%マルトースからの
糖転移生成物でも相違していた.酵素Iはα-1，6グルコシル転移反応を触媒してバノ{
ス， イソマルトースを生成したが，酵素Eはα-1，4グルコシル転移反応を触媒してマル
トトリオ{スを生成した. 酵素Iはアミロースから αー グルコースを遊離した. また両酵
素の構成糖も相違し，酵素Iでは中性糖含量が2.7%で，主な中性糖がマンノースであっ
たが，酵素Eでは糖含量が8.8%で主な中性槍がグルコースであった. アミノ酸組成で
は，酵素Iは酵素Eに比べてセリ Y，メチオニン，チロシシの含量が多く， リジン含量が
少なかった.完熟種子および発芽種子における両酵素の活性は，前者では酵素Iが酵素E
より低く，後者では酵素Iが酵素Eより高かった.可溶性澱粉をマル十一スより速やかに
加水分解する，酵素Iに類似した αー グルコシダーゼが， サトウダイコンのほか，フダン
ソウ，ホウレ γソウ，ザザゲ，ソラマメ，スギ，シバの各種子に認められた.ホウレンソ
ウ種子には酵素Iに類似した αー グルコシダーゼと，可溶性澱粉加水分解活性がマルトー
ス加水分解活性に比べて微弱である，酵素Eに類似した αー グルコシダーゼが存在すること
を，両酵素を CMー セルローズカラムクロマトグラフィーにより分別して明らかにした.
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